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員同 が増え，葉序の乱れがおこる (Clarket 01.， 1993). SAMにおける分裂活性を指標とした組
織学的な解析から，c/v3突然変異体では分裂活性の低いCZ領域が拡がっているととが示唆
されている(Laufsef al.， 1998). これらのことからCLV遺伝子は細胞分化の促進に関わる機
能をもっと考えられている • c/v突然変異体に対して，wus突然変異体のSAMはCZの幹細
胞を維持できず， SAMが消失するという表現型を示す (Lauxef al.， 1996). wus突然変異体
とclv遺伝子との二重突然変異体では，~VUS表現型を示すことからぐん突然変異体の表現型に
はWUS遺伝子の機能が必要であることが示されている (Schoofet al.， 2000). さらに，c1ν突
然変異体ではWUS遺伝子の発現領域が拡がることから，CLV遺伝子がWUS遺伝子の発現抑
制に関わるとととが示唆されている (Schoofet al.， 2000). このことは、 CLV3遺伝子を過剰
吋 発現させることにより ，WUS遺伝子の発現が消失することからも指示されている (Brandef 
α1.，2000). 一方，WUS遺伝子を異所的に発現させるとSAMが拡大し，clv突然変異体様の
表現型を示す.さらに，この植物ではCLV3遺伝子の発現領域が拡大していることが明ら
かにされている (Schoofet al.， 2000). これらの解析から，シロイヌナズナのSAMにある幹
細胞は，WUS遺伝子とCLV遺伝子のフィードバックループによりコントロールされるとい
うモデルが提唱されている (Brandet al.， 2000; Schoof et al.， 2000). 
WUS遺伝子はホメオドメインをコードする遺伝子で，その発現領域はCZのL3層の
下にあるごく少数の細胞に限定されている (Mayeret al.， 1998). clν1， clv2， clv3突然変異体
の表現型がよく似ていることは， CLV1， CLV2， CLV3遺伝子が同じ制御経路上にあることを
高等植物の形態形成が高等動物と大きく異なる点の一つは、それが生活環を通して
おとなわれることである.任発生期には植物体の基本的な体制(子葉，日壬軸，幼根)が形






















質をコードする (Clarket al.， 1997). CLV2遺伝子はレセフタ一様蛋白質をコードし， CLVl 
蛋白質の安定性に関わる(Jeonget al.， 1999). 一方，CLV3遺伝子は96残基のペプチドを
コードしており このペプチドがCLVl，CLV2の複合体にリガンドとして結合する
(Trotochaud et al.， 1999; Trotochaud ef al.， 2(00). CLV3の発現領域は，幹細胞のあるCZの上
方に限定される(Brandet al.， 2000). 
CLV:遺伝子，WUS遺伝子以外にSAMの形成や構造に関わる遺伝子としてSHOOT
MERlSTEMLESS (STM)遺伝子，ZW1LLE/ P1NHEAD (ZLUPNH)遺伝子がある (Bartonand 
シロイヌナズナにおいて， SAMの構造や機能に関わる遺伝子として解析の進んでい




Poething， 1993; Clark el 01.， 1996; Endrizzi el al.， 1996; Long eT 01.， 1996; Moussian el (1.， 
1998). SI111突然変異体の中で表現型の強いアリルではSAMが完全に欠失する (Bartonand 
Poethig， 1993). STM遺伝子はKNOTTEDIタイプのホメオボックス遺伝子である(Longel 
al.， 1996). STM遺伝子は任発生期のSAMの形成と未分化細胞の維持において重要な機能を
果たしていると考えられている (Longet 01.， 1998; Endrizzi ef (/1.， 1996). zl突然変異体と
pnh突然変異体はアレルである (McConnelland Barton， 1995; Moussian et al.， 1998). zl突然
変異体ではSTM遺伝子の発現を維持できず， SAMの細胞が分化する.このことから，ZLL 
遺伝子はSAMの幹細胞の維持に関与すると考えられている(Moussianet al.， 1998). ZLL遺
伝子はARGONAUTEl(AGOl)遺伝子と同じファミリーに属する遺伝子で，ウサギから単離
ヘ された翻訳開始因子eIF2Cとホモロジーのある蛋白質をコードしている(Bohmertet al.， 
ている(vanden Berg el al.， 1997). 

















遺伝子の関与が報告されている (Benfeye! a/.， 1993; Scheres el al.， 1995). scr突然変異体，
shr突然変異体はそれぞ、れ内皮・皮層始原細胞の娘細胞で，並層分裂がおこらない.その
結果，野生型では内鞘細胞列と表皮細胞列の聞に内皮細胞列と皮層細胞列の2細胞列ある
のに対して，scr突然変異体，shr突然変具体では l細胞列のみになる • SCR遺伝子は，
GRASファミリーと呼ばれるb-ZIP型の転写因子をコードしている (DiLaurenzio et al.， 1996; 
Pysh et al.， 1999). SHR遺伝子も，SCR遺伝子と同じくGRASファミリーに属する転写因子
をコードしている (Helariuttaet al" 2000). とのようによく似た表現型を示し，よく似た遺
べ 伝子であるにもかかわらず，両遺伝子の発現領域は全く異なっている • SCR遺伝子はQC，
内皮・皮層始原細胞，その娘細胞，そして内皮細胞で発現するのに対し，SHR遺伝子は中
心柱でのみ発現しているのiLaurenzio et al.， 1996; Wysocka-Diller et al.， 2000; Helariutta et 
α1.， 2∞0). shr突然変異体ではSCR遺伝子の発現量が減少することから，SHR遺伝子はSCR





を持っとも考えられている (Steevesand Sussex， 1989). そして，この類似は， SAMとRAM
の構造と機能を維持するための共通した制御メカニズムが存在していることを示唆してい
るのかもしれない. トマトの Defectiveembryo and rneristern (Dern)遺伝子の突然変異体で、
は， SAMとRAMの両分裂組織おいて構造と機能の維持の異常が見られることが報告され
ている (Keddieet al.， 1998). このことは，この考えを支持するものであると考えられる.
最近， SAMの維持，特にCZにあるとされる幹細胞集団の維持にはCLV3遺伝子と
WUS遺伝子の括抗する働きが必要で、あることが示されている (Schoofet al.， 2000; Brand et 
al.， 2000). また， RAMではQCがコルメラ始原細胞をはじめとする始原細胞の分化を抑制
??
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することが報告されている (vanden Berg el 01.， 1995) . これらの研究報告は， SAMの幹細 する上で貴重な手がかりとなると考えている.
胞やRAMの始原細胞の維持はそれらと接する細胞群との相互作用によりおこなわれてい
ることを示唆し， SAMと九L¥Mの構造と機能の維持において共通するメカニズムの存在を CAF-lは複製されつつあるDNA依存的にヌクレオソームアセンブリー活性をもっ蛋
白質としてヒト細胞核抽出液より単離された (Smithand StiJlman， 1989). CAF-Iは， p15O，支持するものである.
私は，このSAMとRAMの両方において構造の異常を示す一群の突然変異体に着目
した.これらの突然変異体はSAMとRAMに共通した制御に関わる遺伝子の機能欠損変異
p60，p48の3つのサブユニットから成る複合体である (Smithand Stillman， 1989). 以来，
CAF-lが新規に合成されたヒストンH3/H4と核内において複合体を形成すること (Verreault
et al.， 1996; Kaufman et al.， 1995)，増殖中のヒト細胞においてDNA複製フォーク上に局在
すること (Krudeet a人1995;Shibahara and Stillman， 1999)が明らかにされている.CAF-lは
体である可能性が高い.cuc突然変異体，stm突然変異体，zll/pnh突然変異体，wus突然変
異体，c/v突然変異体，scr突然変異体，shr突然変異体など， SAMあるいはRAM特異的な異常
を示す突然変異体は多数報告されている (Aidaet al.， 1997; Long et al.， 1996; McConnell and ヒトからショウジョウバエ 酵母に至る真核生物において広く存在し，機能している
，-..." 











ティック情報の維持など)に関わることが報告されている (Enomotoet al.， 1997; Kaufman 







f、を通して維持できなくなることが報告されている (Enomotoet al.， 1997). 
CAF-lはDNA複製期にproliferatingcell nuc1ear antigen (PCNA)と蛋白質問相互作用を
する (Jonssonand Hubscher， 1997; Shibahara and Stillman， 1999). PCNAは3量体を形成し
トchromatinassembly factor-l (CAF四 1)のp150. p60サブユニットとホモロジーがあった.こ DNA複製期にDNAポリメラーゼをDNA上につなぎ止める機能をもち. DNA複製の進行に
不可欠な因子である (Wagaand Stillman， 1998 ).酵母のPCNA遺伝子の欠損変異体は，細胞
増殖過程においてテロメア近傍遺伝子あるいはHM遺伝子座領域の遺伝子発現の抑制状態
を安定に維持できないことから， PCNA遺伝子はDNA複製に伴うエピジェネティック情報






































実験に用いた植物は，野生型としてArahidopsisthalimw (L.) Heynh. ecotype 




(WAKO)を含むムラシゲとスクーグ培地 (3%ショ糖を含むMS培地， M urashige & Skoog 
Complete Medium-50x : Gibco BRL)に表面滅菌した種子を播種し，発芽を同調させるために
40Cに3日以上置いた後， 230C，白色光連続照射の培養器 (SANYO)に移しておこなった.
種子表面滅菌は滅菌溶液 (5%ハイター， 0.02% TritonX・100)に種子を15分間浸し，滅菌水
で5回洗浄しておこなった.
2) hosoba toge toge (hot)の単離
vacuum infiltration法(荒木・賀屋， 2000)により，野生型Columbia(Col )をpCGN1547














芽生えの子葉あるいは本葉1'"' 2枚をKONTESチューブ (749520-0000CONTES 
GLASS COMPANY)に採取し， 100， . 1のPlantDNAzol (Gibco BRL)を加え， KONTES乳棒で










基だけをKlenowfragment (宝酒造)で埋めた. T4 DNA ligase (宝酒造)により，ゲノムDNA
断片をLambdaFIXII IXhoI partial Fil1-in Yector (Stratagene)に挿入した.ファージへのパッ






















件で洗浄した. :.npフローブの調製には， Megaprime DNA Labe1Jing System， dCTP (Amersham) 
を用い添付の説明書の記載に従った.
low stringency; 2xSSC 550C 20min 2回







当量加えた後，添付の説明書の記載に従い全RNAの抽出をおとなった.全RNAからの (Amersham)にDNAgel blot解析と同様に転写した l~pでラベルしたプローブを含むハイブ
リ夕、イゼーション緩衝液 (50%ホルムアミド， 5xSSPE， 5xDenhardt's， 0.5% SDS， 0.1 mlサケpoly(A)+ RNAの調製は， Oligotex-dT30<Super> mRNA Purification Kit (宝酒造)を用いてお
こなった. 精子 DNA)中，420Cでハイブリダイゼーション反応を一晩おこなった.ハイブリダイゼー
ション後のメンブレン洗浄は， 2xSSC 650C 20min 2回， O. J xSSC 6YC IOmim 1回の条件
9) RT-PCR 
組織あるいは培養細胞より調製した全RNAを鋳型にして， oligo(dT)ブpライマーと












葉，根の各組織から全RNAを調製し， RT-PCRによりFAS人FAS2遺伝子の発現を調べた. SalIで処理した後， pBlueScriptII SK+のEcoRI，Sα1サイトにクローニングした.さらに，
pET28a (Novagen)のEcoRI，Xholサイトにリクローニングした.AtMSIl cDNAのRT-PCR断
片はEcoRI，BamHIで処理した後， pBJueScritpII SK+のEcoRI，BamHIサイトにクローニング
した.さらに， pCITE2a (Novagen)のNcoI，BamHIサイトにリクローニングした. PCR断
片，各plasmidを鋳型にして，in vitroで転写と翻訳をした.転写と翻訳にはTNTQuick 
Coupled Transcripton / Translation System (ウサギ網状赤血球)(Promega)を採用し，添付の説
〆句、 明書の記載に従った.
PCRの反応条件は， 940C 1 min， 600C 2min， 720C 2min /35 cycles. 
FASl 
FASIRT-l; 5'-GCT GAT GTT TTG GAG GAT GAT CT G-3' 
FASIRT-4; 5'-ACC ATT TTA TCA TTT CCC TCA TCT C-3' 
増幅産物:2189bp， 
r"¥ FAS2 
FAS2RT-l; 5'-TAA CCG TAG ATT TTC ACC CGA TTT C-3' 





FAS15T7; 5'-AGT ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG AAA CAG ACA CCA TGG ACG AAG 
TTT CGA CG -3' 
FAS lRE-4; 5'・ACGCGT CGA CCA AAT AAA GAT GGA AAC TGT G-3' 
FAS2 RE-l; 5'-CCG GAA TTC ATG AAG GGA GGT ACG ATA CAG A-3' 
FAS2 RE-2;ターACGCGT CGA CAA AA CAC TGA TGG AAA ATG AC-3' 
AtMSIl RT-l;5'-GGA ATT CCA TGG GA AAG ACG AAG AGG AAA T-3' 













in vilroで、発現させたFAS1， His-FAS2， AtMSI 1は緩衝液A200(25mM Tris-HCI pH8.0， 
0.1 mM EDTA， 10%，グリセロー ル， 200mM NaCI， 0.01 % NP-40)中で， NトNTAアガロース
ビーズ(Qiagen)と共に40C下においた. 2時間経過後，アガロースビーズを同じ緩衝液で5
回洗浄した.洗浄後，アガロースビーズと共沈した蛋白質をSDS-PAGEで分画した.








組織をFAA固定液 (3.7%ホルムアルデヒド， 50%エタノール， 5%酢酸)浸潤さ














基本的には深城らの方法(Fukakiet al.， 1998)に従った.垂直に立てたMS培地 (0.7%
ゲランガム，ショ糖は含まない)プレート上で生育させた.栽培後3日目の芽生えを染色液
(2% w/vヨウ素， 5% wJvヨウ素カリウム， 20% w/v包水クロラール)に10秒程浸したあ
と，プレパラート上に移し透明化液(包水クロラール 8g，グリセロール lml，脱イオン水






して根端を傷っけないようにカバーガラスを乗せた.共焦点レーザー顕検鏡は， LSM 410 
(Karl Zeiss)を用いた. PIの励起波長は543nm，蛍光検出波長は590nm. GFPの励起波長は
488nm，蛍光検出波長はBP505・550nm.
ρlS突然変異体におけるpSCRJGFPの発現解析には， pSCRJGFP株(Wysocka-Diller et 
al.， 2000)，この株と戸s1-1突然変異体と掛け合わせたF2世代目の株を用いた.F2の種子
は深城英弘博士， P. Benfey博士 (NewYork University)より分与して頂いた.
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19) FAS1， FAS2遺伝子のプロモーター/s・Glucuronidase(GUS)の構築
(a) pF AS J ( I.O)/GUS/Nos-ter 
pFTgenome (小林恭士・荒木 崇，未発表)の平滑末端HindIlI-SspI断片をpZErO-2.1
(lNVITROGEN)のEcoRVサイトにリク口一二ングし， pFAS 1 (1.3SゅJ)を構築した. pFASI 
( 1.3SspI)の粘着末端HindIII-平滑末端化XhoI断片をpBI101のHindlII-SnwIサイトにリクロー
ニングしpFAS1 (1.0)/GUS/Nos-terを構築した.この際， FASlとGUSの翻訳融合タンパク質

































50mM NaPi， 0.3% TritonX-lOO， pH7.0)に浸し，減圧条件下で5分間おいた後， 370Cで16
時間反応させた.FAA固定液中40Cで一晩固定後，500/0， 70%， 80%， 90%のエタノールシ
リーズに各30分間 99.5%エタノールに一晩浸け脱色した.脱色後90%，80%， 700/0， 
50%， 30%のエタノールシリーズで水和させた.実体顕微観察には，さらに脱イオン水で
水和し，検鏡した.顕微鏡観察には，スライドガラス上で透明化液(包水クロラール
8g，グリセロール 1m] ， 脱イオン水 2m]を混合する)に浸し，透明化後検鏡した.
22) il situ RN Aハイブリダイゼーション
Digoxigenin (Dig)ラベルプローブはT3またはT7RNAポリメラーゼによる11νitro転
写系DIGRNA Labeling kit (SP6/T7) (Roche Diagnostics)を用い調製した.








(3.7%ホルムアルデヒド， 50%エタノール， 5%酢酸)に浸潤させ， 40C条件下でそれぞれ
8時間， 2時間固定した. PFA固定液で固定した場合は， 40C条件下にて， PBS溶液で30















protei nase K溶液(1j.Jg/m1proteinaseK， 100mM Tris-HCI， 50mM EDTA， pH 8.0)中， 370Cで
20""'30分間作用させた.グリシン溶液 (2mg/m1グリシンを含むPBS溶液)に2分間， PFA溶
液 (4%パラホルムアルデヒドを含むPBS溶液)に10分間， DEPC溶液 (0.1%未変性DEPCを










おこなった.抗体結合反応は，予め400Cに保温した緩衝液1(0. J M Tris-HCI， 0.] 5M NaCI， 
pH7.5)に浸し，そのまま室温に移し15分間， DIG抗体溶液(アルカリフォスファターゼ結
合抗DIG抗体)(Roche Diagnostics)を緩衝液lで5000倍希釈， 0.5%ブロッキング試薬 (Roche
Diagnostics)中で2時間おとなった.未結合抗体の除去洗浄には，緩衝液iで15分2回浸し
た.発色反応は，緩衝液3(O.lM Tris-HCl， O.lM NaCl， 50mM MgC12， pH9.0)に5分間浸し
た後，スライドグラスに200ドlのNBTIBCIP溶液 (NBP厄CIP(Roche Diagnostics) 20凶，緩衝
液31mlを混合する)をのせ，カバーグラスを掛け，室温暗所で24""'48時間発色させ， TE 












FAS lRT-l・7・GCTGAT GTT TTG GAG GAT GAT CT G-3' 















hot突然変異体の地上部では，発芽後，第一，第二本葉の出現が遅い (Fig.1 B-C). 
hot突然変異体の本葉は長さは正常であるのに対して，幅が小さいために全体として細い
(Fig. 1 E-H; Fig. 2 B). 茎葉も同じく細い.また，葉の縁は鋸歯状であった (Fig.1 1， J). 本
葉に形成される， トライコームの形態にも異常が見られた.野生型では3本の枝をもっト
ライコームが80%以上を占めた.それに対してhot突然変異体では， 3本のものが約60%に
f、下がり， 4本， 5本の枝を持つトライコームの比率が野生型に比べ高くなっていた (Fig.2
C). さらに，110t突然変異体では花成遅延 (Fig.3 A， B)， 2本以上の主花茎の出現が見られ
/ー ¥
FAS2RT-l~ 5'-TAA CCG TAG ATT TTC ACC CGA TTT C-3' 
FAS2RT-2~ 5'・TGCTTT TTC TCC TCA CCA TCA ACA G-3' 
増幅産物:] ] 35bp， 
シロイヌナズナヒストンH4(H4A748)遺伝子
H4 RT-l; 5'-GAA GA T TGG CTC GT A GAG GTG GAG T -3' 
H4 RT-2・ 5'-CACCGA ATC CGT AAA GAG TCC TTC C-3' 
増幅産物:201bp， 
AtDRHl遺伝子 (ArabidopsisDEAD box ATPase/RNA helicase遺伝子)
DRH RT-l;ターGAAGCA GCA ATG GAT GGG GAA GAG A-3' 




タバコ培養細胞BY-2の形質転換は， Huhらの方法 (Huhet al.， 1997) に従いおこ
なった.細胞周期間調化と半定量的RT-PCRによるNPTII.GUS遺伝子の発現量の測定は田







(Fig. 3 C， D)，花茎の帯化 (Fig.3 E， F)，花茎上に二次的なロゼットの形成などの表現型が
見られた (Fig.3 J， K). 花では，琴や花弁の形態、が葉で観られたように細く (Fig.2 D; Fig. 





2)花茎帯化表現型を示すfasciataifas)突然変異体の遺伝解析外見上根端の構造異常が認められた (Fig.I K， L). の聞が狭く，
LeyserとFurnerにより花茎fasciolo (fas)突然変異体である'jusJ， I{s2突然変異体は，地下部において多面的な表現型異常を示す.このようにhol突然変異体は地上部，
の帯化や根の伸長遅延を示す突然変異体として報告されていた (Leyserand Furner， 1992). 
?
ところが発芽直後の芽ばえの体制形態にはほとんど異常が見られなかった (Fig.I A). 
この特徴fas突然変異体の地上部における特徴的な表現型は花茎が帯化することである.形状はそれらの大きさ，そして幼根は腔発生過程で形成される器官であるが，葉や応軸，
的な表現型を示す突然変異体を新たに9株単離した (Table1). 石黒澄衛博士(京都大学大学すべて任発正常であった (Fig.2 A， B). hυf突然変異体で異常が認められた組織や器官は，
院理学研究科生物科学専攻植物学系)より分与して頂いた株を加え，計12株を用いて，交とのととよりhof突然変異生後のSAMあるいはRAMから形成された器官に特異的である.
その中で本研究で配実験をおこない， 3つの遺伝子座に分類した.4株は未分類である.体は後任発生のSAMとRAMの両方に異常を示す突然変異体ではないかと考えた.





近に座乗する (Leyserand Furner， 1992). fas 1突然変異体には， β1.')1-1，f(l.¥"1・2，戸s1-3のアレ





















野生型のドーム状構造に比べて平坦である傾向がかし， SAMが横方向に長く (Table2)， 今後は，FASl遺伝子がSAMとRAMの両方で機能する遺伝子であろうと考え，よって，
これに対してfas突然変異体と同様，花茎の帯化や葉序の異常をしめあった(Fig.4 C， 0). FASl遺伝子を含めFAS遺伝子についての研究を進めることにした.
すc/v3突然変異体の怪発生期のSAMはドーム¥造を保っているが，野生型に比べ大きく細




































発達である.そのため， SAMの断面では， LI， L2の2層の明瞭な細胞層を含む， トルイジ
ンブルーにより濃く染色される6~7の細胞層が見られた(Fig. 5 A， C). 野生型のSAMで
は，細胞配列とトルイジンブルーによる細胞染色性の強弱を手がかりに CZとPZ領域を
特定することが可能であった(Fig.5 C). それに対し，fas突然変異体のSAMは，野生型に
比べ横方向に拡がり さらに Ll， L2の細胞層が乱れていた.また トルイジンブルー
により濃く染色される細胞層も3~4層に減少し， CZやPZ領域の区別も困難であった(Fig.

























造を詳細に調べた (Fig.6 E-J). 野生型のRAMの細胞構造は整然として明確で，各組織と各
始原細胞は細胞配列から容易に同定できた. RAMの中心にはQCが存在し，周囲にはコル
メラ始原細胞を含め4種の始原細胞が存在する (Fig.6 K). これら始原細胞はQCとの相対
的位置を認識し，連続的に分裂を繰り返すことによりRAMの構造が維持されているのoJan
ef 01.， 1993). fos突然変異体では，コルメラ，表皮，皮層，内皮，内鞘のどの組織も消失
していないが，それらの細胞配列には乱れが生じていた.特にQCとコルメラ始原細胞，
コルメラ細胞付近にその異常が顕著にみられ，皮層細胞列，内皮細胞列をもとにQCとコ







頼粒は分化したコルメラ細胞にのみ蓄積する (vanden Berg et 01.， 1995) (Fig. 6 L， N). fas突
然変異体では，コルメラ細胞でのデンプン頼粒の蓄積は観察できたが 細胞の位置関係か









なかったことが報告されている (Leyserand Furner， 1992). その理由としては，二重突然変
異体は致死になるか，あるいは各単独の突然変異体と見分けがつかない可能性が考えられ




体と比較して同程度であった(Fig.5 B， 0， F， H， J， K). さらに，根の伸長速度を調べたとこ
ろ， fas1， fas2各単独突然変異体そしてfosl;fas2二重突然変異体もほぼ同程度であった








































(Fig. 7 A). 1) hot突然変異体で、はT-DNAの挿入に伴いFAS1-FT領域(F5I14上の位置2151-







欠失しており， NOS terminator配列がゲ、ノム配列に隣接していた.そこで， LB配列あるい
はNOS terminator配列と欠失した付近の植物ゲノム配列を比較した.挿入部位のLB配列と















と注釈されている遺伝子.例えば，ヒト TypeI Inositol-l， 4， 5・phosphatase(IP5Pase) (F5114. 
11) (Jefferson and Majelus， 1995)，ヒト N-acetyl-s-gJucosaminidase(NAG) s-chain (F5I14. 11+ 
F5114. 11) (O'Dowd et al.， 1985)， tomato polygaJacturonase 7 (F5114. 10) (Accession Number， 
AF072732)， Arabidopsis thaliana z-crystallin-like protein (NADPH oxidoreductase) (F5I14. 10)， 
Zea mays leaf permiase 1 (F5114. 8) (Schultes ef al.， 1996)， Arabidopsis thaliana endo-l， 4-s・
glucanaseとホモロジーのあるORF.2) RT-PCRやRNAゲルブロット解析などで発現が確認
された遺伝子.3) ESTクローンとホモロジーのある遺伝子.すべての遺伝子のORF領域に




assembly factor-l (CAF-l) P 150サフ、ユニットのN末の一部と低いながらもホモロジーが認め
-30-
??
コイルドコイル構造を形成することが推測さアルギニン (R)を多く含み，タミン酸 (E)，FASl遺伝子の全長ではないとしかし，次の 2つの考えでこのORF(F5I 14. 2)は，られた.
FAS1とCac1pの問でそこのドメイ ンについてはFAS1とp150，れるKERドメインがある.146bp離れたところにF5日4.2と同じ方向に翻訳される次のORF領域まず，推測した.
酸性アまた，30% (65%)の同一性(類似性)があった.れぞれアミノ酸配列上30%(69%)， この146bpの中にF5I14.2のターミネー(F5114. I/T8F5. 24)が予測されている(Fig.7 E). 
ごの領域は塩ミノ酸のグルタミン酸 (E)とアスパラギン酸(0)を多く含むEO領域があり，ターとF5114.1/ T8F5. 24のプロモーター領域が共存する可能性は低いと考えた.次に，
基性蛋白質であるヒストンと結合することがヒトCAF-1p150を用いたinvitroの実験で、示さF5I 14.2がCAF-1のp150サブユニットをコードする遺伝子のホモログであると仮定する
FASlとCaclpの問でそれこの領域においてFASlとp150，れている(Kaufmanef 01.， 1995). と， 938アミノ酸残基からなるp150サフ、ユニットに対して406アミノ酸残基からなるF5114.
FAS1， p150， Caclpの予測また，30% (70%)の同一性(類似性)があった.ぞれ530/0(81 %)， F51 14. 2とF5I14.1/ T8F5. 24のORFは一つの遺伝子であると仮定し，そこで，2は小さし)
p150にはさらに，等電点 (pI)はそれぞれ5.4， 5.5， 6.4で，すべて酸性蛋白質であった.これを検証した.両ORF領域内に設計したプライマー (FASlRT-l， RT-2)を用いて (Fig.7
Robbins & Dingwallによる解析プログラム(http://psort.nibb.ac.jp)で， 8箇所の核移行シグナシロイヌナズナ芽生え由来の全RNAに対してRT-PCRをおこなったところ，推定したC)， 
ルの存在が予測され， p150の抗体染色実験から，実際に核に局在することが示されている，'-・¥さらに，得られたPCR遺伝子構造から予想されるのとほぼ同じサイズのPCR産物を得た.
r--， 
同じプログラムを用いたところFASlには4箇所の核移行シ(Shibahara and Stillman， 1999). この結F5114. 1 T8F5. 24領域由来であることを，塩基配列より確認した.産物の配列が，
FAS1も核に局在すると推測される.グナル配列が予測されたので，この領域由来とlえられるさらに，両ORFは一つの遺伝子であることを示した.果は，
それぞれ152番目と328番目のコドンが翻訳終結コドjasl-l，jasl-2突然変異体では，その結果は両ORFがlつの遺伝子であるこESTクローン(10611)の塩基配列を決定したが，
C ED領域，そのため)fos1-1の翻訳産物はKERドメイン，ンに置き換わっていた (Fig.9 A). 815 これらの結果から，構造を確定したFAS1遺伝子は1のexonから成り，とを支持した.
C末端領域を欠くことが予想された.in νitroに末端領域を，戸s1-2の翻訳産物はED領域，アミノ酸残基からなる蛋白質をコードしていた(Fig.7 C; Fig. 9 A). 
ヒトp150のED領域とC末端領域はヒストンとの結合やヌクレオソームのアセンブおいて，






るp150と柑向性が認められた (Fig.9 A ， B). 
オソームをアセンブリーさせる活性として，
fas1-1，fasl-2とhotはともにnon-functional変異体で、あると推測した.
ヒトCAF-1はp150，p60，p48の3つのサブユニットか白質である (Smithand Stillman， 1989). 
8) FAS2遺伝子の同定ら成り，各サブユニットはヒストンH3/H4と結合することがinvitroの実験で明らかlこなっ
FASJ遺伝子とFAS2遺伝子は同ーの経路fasl， fas2突然変異体の表現型解析から，出芽酵母からもp150のホモログであるている (Verreaultet al.， 1996; Kaufman et al.， 1995). 

































Cac2pと高い相向性を示した (Fig.9 C， 0). との 3つの蛋白質は，ともに蛋白質問相互作用
に関わると考えられるWD-40ドメインの 7回繰返し構造を持つ.この領域におけるホモロ
ジーは高く， FAS2とp60，FAS2とCac2pとの問でそれぞれアミノ酸配列上42%(74%)， 39% 
(78%)の同一性(類似性)を示した.
fas2・l突然変異体では，塩基置換のためORF上162番目の残基が翻訳終結コドンに置




イス認識サイトが1塩基内側にずれていることを確認した (Fig.9 E). おそらく，これに伴
い翻訳枠もずれ， FAS2翻訳産物には76番目のアミノ酸以降に野生型と異なるアミノ酸が













/六 10) FAS1， FAS2， AtMSIl蛋白質によるFAS複合体形成とCAF-l活性
以下に記述する実験において，発現ベクターの構築は申請者がおこない，in vitroで、
の蛋白質発現，共沈実験，ヌクレオソーム形成実験，マイクロコッカルヌクレアーゼ消化
実験は，柴原慶一博士 (ColdSpring Harbor Laboratory，現所属 科学技術振興事業団若手研
究者研究推進)におこなっていただいた.なお，実験の一部では申請者自身も貢献した.
ヒトCAF-lはp150，p60，p48の3つのサブユニットから成り，出芽酵母CAF-lも3つ
のサブユニットから成る (Smithand Stillman， 1989; Kaufman et al.， 1995). このことから








合体形成能を仇 νitroにおいて調べた • il1 vitro転写・翻訳システムを用いておSラベルした
FAS 1， Hisタグー FAS2，AtMSll蛋白質を用い，共沈実験をおこなった.その結果， Hisタグ




い場合は， Ni-NTAレジンを用いてもFAS1， AtMSI]は共沈しなかった (Fig.10 A， lane 2). 
FASl， AtMSIl単独ではNi-NTAには結合しなかった (Fig.10 A， lane 5， 7). このことは，1I7
vifroにおいてFAS1， FAS2， AtMSIIが複合体を形成することを示している.また， AtMSI 





たform1 DNAのlaneにおいて， mono-， dトヌクレオソームを検出した (Fig.10 C). これらの






( てWUS遺伝子の発現領域が広がる(Schoofet al.， 2000). 一方，根の細胞列がl列消失し根の





とが示されている(Smithand Stillman， 1989). そこで，新規DNA複製に伴うFAS1/FAS2/ 
AtMSIl複合体のヌクレオソームのアセンブリー活性を調べるために， two-stepアッセイシ








バンドが形成される (Fig.10 B lane 2). このことは複製DNAに依存してヌクレオソーム形
成がおこなわれていることを示している.3倍量でFASl/FAS2/ AtMSll複合体を加えたと
ころ32pラベルされたDNAにおいてform1の位置にバンドを確認し (Fig.10 B， lane 10上のパ
ネル)，同時に.npラベルのないDNAではform1の位置にバンドが見られなかった(Fig.10 B 
lane 9， 10下のパネル).FASlとFAS2，FASlとAtMSI， FAS2とAtMSIのみでは， form 1の位




えられている(Enomotoand Berman， 1998， Zou et al.， 2000). CAF-lと同様の機能を持つと考






られた少数の細胞群でのみ発現する(Schoofet al.， 2000). WUS遺伝子を発現している細胞
の上層には幹細胞があり，WUS遺伝子は幹細胞の維持に重要な機能を果たしている(Mayer
et al.， 1998). WUS遺伝子の発現を芽生えのSAMを用いてinsitu RNAハイブリダイゼー
ションにより調べた.野生型ではWUS遺伝子は少数の細胞で発現し その発現ドメインは
小さな円形を示した (Fig.11 A， E). それに対してfas突然変異体で、は横方向に引き延ばさ








れたような発現ドメインが観察された (Fig.] 1 B-O， F). この横方向への発現ドメインの拡
がりとSAMの構造上の拡がりとはよく一致していた.また WUS遺伝子を発現する細胞層
も上層細胞にシフトアッフし， L2層や， Ll層で観察される個体もあった.さらに， SAM 
の形態異常と同様，WUS遺伝子の発現パターンの詳細は個体問で変異が見られた.
SCR遺伝子はGRASファミリーに属するb-ZIP型蛋白質をコードし (DiLaurenzio et 
al.， 1996~ Pysh el al.， 1999)，内皮・皮層始原細胞の娘細胞で起とる不等分裂に関わる (Di
Laurenzio et al.， J 996; Wysocka-Diller et al.， 2000). SCR遺伝子はQCと皮層・内皮始原細胞，




ら，この蛍光はSCRの発現を正確に反映していると考えられている (DiLaurenzio et al.， 
1996; Wysocka-Diller et al.， 2000). 
12) FASl， FAS2遺伝子の発現解析
FAS1， FAS2遺伝子がどの様な組織で，細胞周期のどの時期に発現しているのかを














様の発現パターンが観察された (Fig.13 A-C). この発現パターンは，FASl遺伝子の細胞周
.'" 期依存的な発現を反映しているのかもしれない. SAMの構造は応発生後期(ペンディング
コチレドン期)に二枚の子葉の聞に完成する (Bartonand Poethig， 1993). FASl遺伝子の発現
は， SAMの完成に先行するようにして，この領域に限定された(Fig.13 B). RAMでは，
SAMの場合の様なFASl遺伝子の発現は見られない (Fig.13 B-D).種子の乾燥期にステー
ジが進行すると，FASl遺伝子の発現も消失した (Fig.13 E). 
次に，後任発生過程のSAMでのFASl遺伝子の発現パターンを調べた.野生型の芽
生えのSAMで，FASl遺伝子の発現を観察した.FASl遺伝子はSAMのCZ.PZと葉原基で発
現していた (Fig.13 F， G).特にCZでは，発現している個々の細胞問で発現量の差があ
野生型では.pSCRJGFPの発現はQC，内皮・皮層始原細胞，その娘細胞と内皮細胞







るQCあるいは皮層内皮始原娘細胞と接している (Fig.12 C-E). 一方，内皮細胞の一部
や，皮層・内皮始原細胞など，本来発現する細胞での発現消失も観察された (Fig.12 D， F-
L). さらに，fas突然変異体のRAMにおけるpSCR/GFPの蛍光パターンは個体問あるいは，
同一個体でも根端問で変異が認められた (Fig.12 B-L). 
????
? -38-
S FASl遺伝子上のタイフ1Iエレメントもそうしたバリアントの一つで，れらの知見より，この発現パターンは，任発SAM全体でパッチ様の発現パターンを示した (Fig.13 F). り，
期特異的転写活性化能を持つのではないかと考えられた.サイト 11配~IHまイネpl・oJíferatingFASl遺伝子を発現している細胞のまた，生過程で観察されたものと似ていた (Fig.13 A). 
とのceJl nuclear antigen (PCNA)遺伝子の分裂組織特異的発現に必須のエレメントであり，PZや葉原基では多いように思われた (Fig.13 F， G). PZや葉原基割合はCZでは少ないが，
PCF2が結合する (Kosugiel al， 1995; 配列にはbHLHモチーフを持つ核蛋白質のPCFl，FASl遺伝子の発現と細胞分裂には相CZに比べ分裂活性の高い領域であることから，は，
コンセンサス配列 (GGNCCCAC)と比PCFの結合活性において，Kosugi and Ohashi， 1997). 関があると考えられた.
較してFASl遺伝子上のサイト1様配列 (aGGCCCAC)は約50%の結合能を持つ(小杉俊一博その発現バター花序分裂組織においても発現していた (Fig.13 1). FASl遺伝子は，
CCGTCC配列やノナマー配列もタイプIlエレメント同様 多種の植物ヒストン士，私信).花芽分裂組織においても発現しまたンはSAMでのパターンと同様にパッチ様であった.
遺伝子のプロモーターで保存されており，分裂活性の高い組織においてシス配列として機しかていた (Fig.13 J). 花芽発生ステージ初期での強い発現部位は等原基に見られた.
能していることがinvivo footprint実験から示唆されているにhaubetel al.， 1996; Kawata el その部位は，雄しべ，心皮そして怪珠へと移行した(データステージの進行に伴い，し
。1.， 1988; Nakayama et al.， 1992; Bringnon and Chaubet， 1993). 翻訳開始点から500bp内の近(¥ 示さず).~ 









サイトI様配列 (-343の位置)(Kosugi et al.， 1995)， の位置にある)(Taoka et al.， 1999)， 
('， 
予測翻訳しかししていたタイフIエレメントなどのシスエレメントは見られなかった.ノナマー様配列 (-237の位置)CCGTCC様モチーフ十259の位置)(Chaubet et al.， 1996)， 




et al.， 1999). 




























わずかに低いが， 1日後には1.5倍に， 2日後には2.0倍まで発現量が増加した (Fig.16A).
この結果は， ヒストンH4と同様 FAS1， FAS2遺伝子の発現と細胞増殖には相関があるご










































































領域， Ll， L2とL3と呼ばれる明瞭な層構造を持つ (Meyerowitz，1997).戸s突然変異体で、は
この構造と機能の維持に異常が見られた.例えば， SAMの構造が横に拡がること (Fig.5
B， D)はCZの機能異常を，本葉がフィラメント状の構造体になることは(Fig.5 G， H， 1)PZ 




Furner， 1992; Clark et al， 1995; Clark et al.， 1996). C/V突然変異体のSAMではCZの細胞分化が
抑制されることにより 未分化な細胞の数が増える.その結果SAMが拡がるという表現型





(Leyser and Furner， 1992). 
fas突然変異体の怪や若い側根におけるRAMの構造には異常が見られなかったこと











5) FASl， FAS2， AtMSll蛋白質の機能
FASL FAS2蛋白質はそれぞれヒトCAF-lP J 50， p60サブユニット，酵母のCacl，







































母のCAF-lホモログの機能欠損変異体も致死ではない (Kaufmanet al.， 1997). おそらく
CAF-lの機能を代替する蛋白質が存在していると推測できる.その候補としてnuculeosome





































(Smith and Stillman， 1989). 酵母CAF-l機能欠損変異体では，細胞増殖課程においてテロメ
ア領域あるいはHM遺伝子座の遺伝子発現の抑制状態を安定に維持できないことが報告さ
れている (Kaufmanet al.， 1997; Enomoto et al.， 1997; Monson et al.， 1997; Kaufman et al.， 





















発現が拡がる (Schoofet al.， 2000). しかし，その異常のパターンは横方向に拡がるのみ
で，個体問での変異(ゆらぎ)は認められない.これらのことから推測して，この可能性
は低いと考えられる.
マウスのCAF-lはheterochromatinproteins (HP-I)と結合する (Murzinaet al.， 1999). こ
のことは， CAF-1はヘテロクロマチン形成に関わる蛋白質をDNA上にリクルートするとと
で，クロマチン構造による発現制御の遺伝的維持に関わるととを示唆するものである



























(c) in sIfu RNAハイブリダイゼーションによるCLV3遺伝子の発現解析
CLV3遺伝子はSAMのczにある幹細胞とされる細胞で発現する (Fletcheret 01.， 
1999). また，CLV3遺伝子はWUS遺伝子とのフィードバックルーフを形成することで，両


















ている (Gaillardef al.， ] 996).酵母のcac突然変異体では，紫外線に対する感受性が増大す
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(0) (E)の花の拡大.スケール 2mm 
(H)花の形態.野生型(左)， hot突然変異体(右)スケール 1111m. 
(I)(H)の花の琴と花弁.花弁(上)，琴(下)，野生型(左)， hot突然変異体(右)，スケール1
Fig. 1 hot突然変異体の栄養生長期の表現型





(J， K)hor突然変異体の花茎に出現した二次ロゼット. (1)スケー ル 1cm. (K)スケール 2
mm. 
1 mm. Fig.4 fas突然変異体の怪
(A， B)成熟妊の全体像.野生型 En(A)，戸sl-l(B).
(C， D)成熟眠のSAMの拡大.野生型 En(C)，fas1-1(D). 
(¥ (E， F)成熟眠のRAMの拡大.野生型 En(E)，fas1-1(F)・r 
(0) 7日目の根の長さ.野生型(左の4株)， hot突然変異体(右の4株)1 %ショ糖， 1.5%寒天を
含み垂直にしたMS培地で育てた.スケール 5mm.
(E， F) 8日目の芽生えの子葉と，第一，第三，第三，第四本葉 野生型(E)，hot突然変異
体(F).子葉と第一，第二本葉は十分に展開している.スケール 2mm.
(0， H) lOi・iYCAaEeaC9lADnJen型(0)，hot突然変異体(H). hot突然変異体で、は，根が表面を
這うものが多く見られた. 1%ショ糖を含むMS培地で育てた.スケール 2mm.
(1， 1)第6番目の本葉.野生型(1)， hot突然変異体(1)スケール 1mm. 
(K， L)主根の根端.野生型(K)，hot突然変異体(L) スケール0.5mm.











7日目の野生型En(A)，7日のIfas1-J (B )， 10日目の野生型N(C)，10日日のifas2-2(0)，9日目の
fasl-2(E)， 11日目のifas1-J ;fas2-2(F)，野生型(A，C)では， Ll， L2， L3の層構造が鮮明であ













jレlま， 5 mm(C)， 2 mm(D). 
(E) hot突然変異体の帯化した花茎.スケール 1cm. 
Fig.6 戸s突然変異体の根端とRAMの表現型
(A-D) 10日目の主根の根端
野生型 En(A)， fasl-l(B)，野生型 Ler(C)，fas2-1(D).矢じりは確認できる最下位の根毛と
RAMを示している.fas突然変異体ではこの間が狭い.スケール0.5mm
? ? ? 】
(E-J) 6日目のRAMと伸長領域の一部，共焦点レーザー顕微鏡像，赤いのはPI染色
野生型 En(E)，fasl-J(F)， fas2・2(G)，向sl-1，!as2・2(H)，(E)と(F)のそれぞれQCと始原細胞





野生型 En(L)，fasl-l(M)，野生型 No(N)，fas2-2 (0)，向sl-1;[as2-2(R)，(L)と(M)のそれぞ
れQCと始原細胞の領域を拡大(P)，(Q). 





















Fig.9 FAS 1， FAS2蛋白質のアミノ酸配列
(A) FAS Iアミノ酸配列. KERドメインは下線で， ED領域はBOXで示している. (*)は変異
位置を示している fasl-l(TGG->TGAstop)， fasJ-2(CAA->TAA stop). 
(B) FASl， p150， Caclp蛋白質の構造比較.各比率(%)はKERドメイン， KD領域それぞれ
におけるアミノ酸の同一性(類似性)を示している.
(C) FAS2アミノ酸配列.7箇所のWD-40は下線で示している. (本)は変異位置を示してい
る.fas2・J(TGG-> TGA stop). 矢印はjas2・2で、の読み枠がずれ始めた位置を示している.





































































































































FASl， FAS2， histone H4および、ArDRH1遺伝子の発現量をグラフ化した.縦軸はそれぞれ
0日目の発現量を 1とした相対発現量を，横軸は植え継ぎ後の日数を示している.
(B) pFASl( 1.1 )IGUSを形質導入した形質転換培養細胞BY-2をアフィディコリンで同調させ
た後，アフィディコリンを除去することで細胞周期を進行させた.












Isolate No. Background Mutagen Source 
Enkheim EMS Reinholz 
Nossen EMS This study 
Nossen EMS This study 
Columbia T-DNA This study 
NoM2・50・#103
fas1・3 NoM2・82-fasv
hot (L1FAS1) vTAAT26C51 
る.相対発現量はアフィディコリン除去後9時間目(分裂指数が最大値になる)の発現量をl
/一¥ とした.DNA合成は[3H]ー チミジンのDNAへの取り込み量を，分裂指数は乳酸オルセイン '" fas2，・1 Landsberg er EMS Leyser & Furner 
による染色核をもっ細胞の比率をそれぞれ指標にした. fas2・2 NoM2・96-fasx Nossen EMS This study 
fas2，・3 NoM2・23-fasw Nossen EMS This study 
fas3・1 NoM2-137 -fasu Nossen EMS This study 
fasM NoM2-108-fasM Nossen EMS This study 
fasy NoM2・55・fasy Nossen EMS This study 
fasp NoM2-195-#214 Nossen EMS This study 







Enkheim fas1・1 Nossen fas2.・2 fas1・1;fas2.・2
I I 
Enkheim 6.8細胞 (n= 4) 31.6μm (n = 4) 
I 
8.5主0.8 4.3主1.4 9.5主1.5 3.6主0.9 5.0主1.2伸長速度
fas1-1 7.2細胞 (n= 5) 37.6μm (n = 5) 
(mm/day) n = 13 n = 14 n = 11 n = 10 n = 15 
〆ー ¥ I I I~ 










n = 36 
fas1・1 Landsberg er 
0.99土0.24 1.50主0.23
n = 26 n = 23 
fas2・1
0.75主0.14 A L__j B 
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D ， WD・40reapts 
hCAF・1"。!，，，.p 
I 42%問'%.) • ， 
; f-~ ー 佃s2・， I 
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A 
MDEVSTllNENENRI¥TM1 KPIQ(LNKRI¥RI:PTA1EHLTSEEIIES唱lSSLNLI: 50 
MJ(GLFOYFREVMDIISKR'IOLFS沼FSECSSLIIISMVALLMEEMSLPLSKLIID 100 
















PAIlEDI¥AERLENEH" 81 S 
B 
T -DNA (NOS terminator) 
.~・.‘
-CAAATCAGATCTCCACAACT gaaatgaactg己ttgtgaaatgaact;etgactgc・
** ・・* * 








KER ED -ー園I I ，¥ 
30% I 53% 
t田川 (69%)!lJS1-2 (制. 4)
















1Iil.d tn>・ at9attattttgcaq'GG GAA廿 'ACTT GCC 
Gly Glu LeU Leu Ala 
76 77 78 79 80 
・t9attattttgcaac'回 AACTAC TTG CCT 
Gly "" 'fTr Leu Pro 

















































































































































E • 叩z ・m
7ω7. ・343 ・237
type 1element CCGTCC motif 
(' ('¥ Consensus FASl promoter reference 
type 工工 element GATCCGCG TGA cATCCGCa TGA Taoka et a1. (1997) 
PCF1 binding site GGNCCCAC GaGCCCAC Kosugi and Ohashi(1997) 
CCGTCC motif CCGTCC CCGTCa Chaubet et a1.(1996) 
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